1920年Tuohy首次报道了慢性中性粒细胞白血病（CNL），2001年WHO造血和淋巴组织肿瘤分型将其归于一种罕见的BCR-ABL阴性的骨髓增殖性肿瘤（MPN）[@b1]--[@b2]。此前，CNL的诊断多为排除性诊断，且确诊病例数较少[@b3]--[@b4]。2013年Maxson等[@b5]通过对1 862个基因进行深度测序发现CNL患者中存在CSF3R T618I突变，随后的研究证实CSF3R T618I是CNL特异性突变，并且发现ASXL1基因与SETBP1基因在CNL患者也有较高的突变频率[@b6]--[@b7]。JAK2 V617F及CALR作为BCR-ABL阴性MPN患者常见的基因突变，在CNL患者也有报道[@b7]--[@b9]。迄今CNL大宗病例研究较少，我们对16例符合WHO 2016诊断标准的CNL患者进行了临床和实验室特征及预后因素回顾性分析，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例选择：2006年9月至2015年7月中国医学科学院血液病医院和北京大学人民医院收治的16例CNL患者纳入研究，其中6例为既往已报道的病例[@b7]。依据WHO（2016）CNL诊断分型标准[@b10]进行回顾性诊断并进行病例资料采集。

2．染色体核型分析：短期培养法常规制备染色体标本，采用R显带法分析核型，并按照《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2009）》进行核型描述。

3．基因突变分析：用血液基因组DNA提取试剂盒（爱思进生物技术有限公司产品）提取骨髓细胞基因组DNA。CSF3R基因（第14\~17外显子）、ASXL1基因（第12外显子）、SETBP1基因（第4外显子）、CALR基因（第9外显子）、MPL基因（第10外显子）PCR扩增引物设计参照文献[@b6],[@b11]--[@b12]。PCR体系包括DNA 50\~100 ng，2×Taq PCR Master Mix\[天根生化科技（北京）有限公司产品\]15 µl，正反向引物各0.5 µl，加去离子水补足体系至30 µl。反应条件：94 °C预变性5 min，94 °C变性30 s，59 °C退火30 s，72 °C延伸30 s，共35个循环，72 °C延伸7 min。PCR扩增产物经回收、纯化后用ABI 3700测序仪（美国Agencourt Bioscience公司产品）以末端标记双脱氧法进行双向测序，采用Mutation Surveyor软件分析测序结果。根据分析结果对突变的基因采用克隆后测序，从而确定患者的突变类型。采用等位基因特异性聚合酶链反应（AS-PCR）检测JAK2 V617F突变，具体方法参见文献[@b13]。

4．随访：所有患者随访至2016年4月1日，随访资料来源于住院和门诊病历。对随访期间死亡的患者，依病历记录或电话联系患者家属加以确认。总生存期为确诊至患者死亡的时间或确诊至2016年4月1日。随访资料完整者16例，中位随访时间20（9\~53）个月。

5．统计学处理：计量资料以中位数表示，偏态分布的计量资料比较采用非参数Mann-Whitney *U*检验，计数资料比较采用列联表卡方检验，相关性分析采用Spearman等级相关分析法，生存分析采用Kaplan-Meier方法，绘制Kaplan-Meier生存曲线，各组生存曲线比较应用Log-rank检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。所有数据采用SPSS 18.0软件包进行统计处理。采用GraphPad Prism 5.0进行绘图。

结果 {#s2}
====

1．临床及实验室特征：16例CNL患者中位发病年龄为64（43\~80）岁，男性占75%（12/16）。确诊时中位HGB水平为114（81\~154）g/L，中位WBC为41.20（26.05\~167.70）×10^9^/L，中位PLT为238（91\~394）×10^9^/L。外周血不成熟粒细胞比例为0.020（0\~0.090），外周血原始细胞比例为0（0\~0.005），骨髓原始细胞比例为0.010（0\~0.045）。中位骨髓纤维化水平为1（0\~3）级。除1例t（1;7）（p32;q11）、1例+21克隆异常及1例14ps+外，余患者均为正常核型。2例患者接受地西他滨治疗血常规指标恢复正常（未复查骨髓），其中1例3个月后复发，应用第2次地西他滨治疗期间死于化疗抑制期肺部感染，另外1例血常规指标正常维持4个月后复发，接受非亲缘异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）（HLA 8/10相合），目前血常规及骨髓象正常。余患者均接受羟基脲和（或）干扰素治疗，根据WBC调整剂量。

2．CSF3R、ASXL1、SETBP1、JAK2 V617F、CALR及MPL基因突变分析：16例CNL患者中，CSF3R T618I突变检出率为100%（16/16），其中1例合并CSF3R W791X突变；ASXL1突变检出率为81%（13/16），依据检出频率依次为G646WfsX12（8例）、Y591X（2例）、S871SfsX4（1例）、R404X（1例）及Q976X（1例）。SETBP1突变检出率为63%（10/16），依据检出频率依次为D868N（4例）、I871T（3例）、G870S（1例）、G870D（1例）及D874N（1例）。同时有CSF3R T618I、ASXL1及SETBP1突变的患者为9例，同时有CSF3R T618I及ASXL1突变且不伴有SETBP1突变的患者为4例，同时有CSF3R T618I及SETBP1突变且不伴有ASXL1突变的患者为1例，仅有CSF3R T618I突变的患者2例。通过直接测序检测到1例患者合并CALR K385fs\*47突变，该患者ASXL1及SETBP1基因均未见突变。所有患者均无JAK2 V617F突变及MPL突变。除SETBP1基因发现1例G870S及1例I871T纯合突变外，余基因突变均为杂合突变。

ASXL1基因突变的患者与野生型患者比较：性别比例（*P*=1.000）、年龄分布（*P*=0.141）、HGB水平（*P*=0.455）、WBC（*P*=0.296）、PLT（*P*=0.521）、骨髓纤维化是否≥1级（*P*=0.312）各项指标差异均无统计学意义。SETBP1突变的患者与野生型患者比较：性别比例（*P*=0.604）、年龄分布（*P*=0.443）、HGB水平（*P*=0.654）、WBC（*P*=0.635）、PLT（*P*=0.635）、骨髓纤维化是否≥1级（*P*=0.256）各项指标差异均无统计学意义。ASXL1突变与SETBP1突变无相关性（*r*=0.289，*P*=0.277）。

3．总体生存预后因素分析：去除1例接受allo-HSCT患者生存数据后，15例CNL患者中位总生存期为24（95%*CI* 18\~30）个月（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。单因素分析结果显示初诊WBC≥50×10^9^/L者生存期较\<50×10^9^/L者短（11个月对39个月，*P*=0.005）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）；而性别（*P*=0.349）、年龄是否≥60岁（*P*=0.705）、初诊是否有贫血（贫血标准以男性HGB\<120 g/L，女性HGB\<110 g/L计算，*P*=0.063）、是否有ASXL1突变（*P*=0.986）、是否有SETBP1突变（*P*=0.694）、是否同时合并ASXL1及SETBP1突变（*P*=0.694）、外周血是否有幼稚粒细胞（*P*=0.465）、骨髓原始细胞比例是否≥0.020（*P*=0.257）、骨髓纤维化是否≥1级（*P*=0.751）对患者总生存均无明显影响。

![15例慢性中性粒细胞白血病患者总生存曲线](cjh-38-01-028-g001){#figure1}

![初治白细胞计数对慢性中性粒细胞白血病患者生存的影响](cjh-38-01-028-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

由于发病率低、缺乏特异性诊断标志，迄今文献报道的CNL不超过200例[@b4],[@b8],[@b14]--[@b15]。2013年Maxson等[@b5]通过对1 862个基因的编码区深度测序发现89%（8/9例）的CNL患者有CSF3R基因突变，而在AML患者中其突变频率仅为1%，提出CSF3R基因突变为CNL的分子克隆性标志。随后，Pardanani等[@b6]对疑诊CNL或不典型慢性髓性白血病（aCML）的患者进行了CSF3R外显子测序分析，发现检测出的10个CSF3R T618I突变仅见于WHO（2008）标准确诊的CNL患者，而在aCML患者未能检测到CSF3R T618I突变，由此确认CSF3R T618I突变是CNL一个高度特异而敏感的分子诊断标志。本研究组在前期研究中也发现全部6例CNL患者均携带CSF3R T618I的突变，而意义未明的单克隆免疫球蛋白病（MGUS）伴有成熟中性粒细胞增多表现的2例患者均未检测到CSF3R基因突变[@b7]。在最新颁布的"2016修订的WHO髓系肿瘤及急性白血病分型"中，对CNL的诊断标准修订如下：外周血WBC≥25×10^9^/L、中性杆状+分叶核粒细胞≥80%、不成熟粒细胞\<10%、原始粒细胞罕见、单核细胞\<1×10^9^/L、无粒系发育异常；骨髓增殖表现：中性粒细胞比例及绝对值增高、原始粒细胞\<5%、中性粒细胞成熟正常；不符合WHO标准中CML、真性红细胞增多症、原发性血小板增多症或原发性骨髓纤维化的诊断；无PDGFRA、PDGFRB、FGFR1或PCM1-JAK2重排；存在CSF3R T618I或其他活化CSF3R突变（如果无CSF3R突变，需3个月以上持续中性粒细胞增加、脾大，并除外感染、肿瘤、浆细胞疾病等因素，如存在，则需用细胞遗传学或分子生物学证实髓系细胞的克隆性）[@b10]。本研究中的16例患者严格符合WHO（2016）CNL的诊断及排除标准，并且全部检测到CSF3R T618I突变，进一步证实了CSF3R突变在诊断CNL时提供克隆性证据、提高诊断准确性的重要作用。

ASXL1是染色体修饰与调节相关的基因[@b16]，ASXL1的突变特点是范围广、移码突变为主（本研究共发现11例移码突变及2例点突变），这些突变均导致了终止密码子的提前。我们在国际上率先报道了CNL中ASXL1突变的存在[@b7]，此次扩大样本后证实ASXL1突变的频率达到了75%，高于Elliott等[@b15]报道的57%。本研究同时发现SETBP1的突变频率达到了63%，与Gotlib等[@b8]报道的56%基本一致，显著高于Pardanani等[@b6]报道的33%，此差异的具体原因尚不清楚。我们发现的1例同时合并CSF3R T618I和CALR移码突变的患者既往已有报道[@b7]，在新报道的10例患者中未发现新的JAK2 V617F或CALR突变的病例。尽管JAK2 V617F及CALR突变是BCR-ABL阴性的MPN患者常见的突变，但是根据现有的文献报道，两种基因突变在CNL患者中发生的频率不高[@b8]--[@b9]。

多数CNL患者在就诊时无明显症状，仅表现为外周血白细胞计数增高。本组16例CNL患者中，确诊时中位白细胞计数为41.20×10^9^/L，伴轻度贫血（中位HGB 114 g/L），血小板计数表现为先正常或轻度增高，随着病情演进出现下降趋势，最后血常规表现为显著白细胞计数增高及血红蛋白水平和血小板计数降低，与文献[@b4]报道相似。随着病程进展，患者最常表现出乏力，此外还有体重减轻、骨痛以及夜间盗汗，但这些症状并没有特异性。国外文献报道CNL患者在疾病晚期外周血检查发现慢性粒-单核细胞白血病（CMML）样改变[@b15]，因此在进行疾病诊断的时候需要仔细询问病史、完善CSF3R等基因检查，以与真正的CMML鉴别。本研究因为患者随诊中骨髓检查受限，未发现急性白血病转变患者，但是国外文献报道CNL具有一定的转急性白血病比例[@b15]。本研究结果显示初诊WBC≥50×10^9^/L是不良预后因素。Elliott等[@b15]报道ASXL1突变及血小板减少为独立不良预后因素，本研究并未发现这样的趋势，分析其原因可能为：尽管本研究组的病例数相对较多，但是CNL作为罕见病总体病例数仍较少（如纳入最后生存分析的ASXL1突变型和野生型患者分别为13例和2例），有待今后通过与其他研究组合作、扩大样本数来加以进一步分析。

羟基脲是最常用CNL传统治疗药物，疾病早期应用可控制白细胞及脾脏肿大症状，但是疾病进展期应用疗效不佳，更换其他药物如阿糖胞苷、沙利度胺及芦可替尼后疗效也较为短暂[@b4],[@b15]。干扰素也是CNL传统治疗选择之一，可在羟基脲不耐受或无效的CNL患者中取得一定的疗效，但在疾病进展期应用无效[@b15]。在治疗进展期及白血病期的CNL患者应用诱导化疗（蒽环类和阿糖胞苷）至今尚无取得完全缓解的报道，仅有1例患者恢复到了慢性期[@b17]，而大部分患者对诱导化疗不敏感或在诱导化疗期间死亡。

allo-HSCT是目前唯一能治愈CNL的手段，由于CNL是罕见疾病且多为老年患者，目前接受allo-HSCT患者不超过10例[@b4],[@b17]--[@b21]。本研究1例43岁男性患者接受了非亲缘外周血allo-HSCT（HLA 8/10相合）治疗，目前移植后6个月，血常规及骨髓象正常。对于有合适供者、符合移植条件的患者，建议尽早行allo-HSCT治疗。

研究表明近跨膜区突变和截短型突变可分别激活JAK-STAT和SRC家族-TNK2激酶，并推论近跨膜区的突变患者应用JAK酶抑制剂如芦可替尼可能有效，而截短型CSF3R突变患者可能对SRC酶抑制剂如达沙替尼敏感[@b5]。另有研究报道，1例伴CSF3R T618I和SETBP1突变CNL患者，原代细胞体外培养发现可被JAK2抑制剂fedratinib抑制，但该患者使用ruxolitinib治疗无效[@b22]。本研究中2例患者接受1个疗程地西他滨治疗，均获外周血完全缓解且疗效维持3\~4个月，虽然目前尚无连续使用地西他滨治疗CNL的经验，但地西他滨治疗CNL的分子机制及临床疗效值得进一步探索。

综上，本研究进一步证实CSF3R T618I突变为CNL的特异性基因诊断标志，羟基脲和干扰素等CNL传统治疗药物并不能改变CNL的自然病程，本组患者的中位生存期为24（95%*CI* 18\~30）个月，初诊WBC≥50×10^9^/L是不良预后因素。有合适供者且符合移植条件的患者，建议尽早行allo-HSCT治疗。
